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運動 ニ ュ ー ロ ン疾 患の 原 因解明 の 糸 口 と し て 下 位運動 ニ ュ ー ロ ン の 変性 を主徴 とす る 伴性劣性遺
伝疾患 ， 球 脊 髄性筋萎縮症 くKe n n edy－ Alter－Su ng 症 候群ン の遺伝 子 解析 を制限酵素断片長多 型
くre strictio nfragm entle ngth polym Orphis m， R F L PIに よ る連鎖検定 と巨大 D N A分離装置である パ ル ス
フ ィ ー ル ドゲ ル 電気泳動くpulsed fieldgelele ctrophore si， P F G EJ を 用 い て行な っ た ． 球脊髄性筋萎縮
症7家系 か ら得 た 末梢血白血病 よ り D N A を抽出し ， X染色体長腕近位部 に 位置 す る ブ ロ ー プ D X Sl
くXq ll－1 3I， D X S 72くXq 21 ．11， D X Y S lくXq 21．31 に よ る R F L Pを検索 した ． D X S 72， D X Y Slで は ，
本邦集団 に お い て も R F L P が認 め られ た ． D XS72に つ い て は 3 家系 か ら遺伝学的情報が得ら れ ． 組 み
換え は生 じて い な か っ た ． D X Y S lに つ い て は 3家系か ら遺伝学的情報が得 ら れ たが ， 1家系 で組 み換
えが生 じて い た ． D X Sl は R F L Pを示 さ ず ， 遺伝学的情報は得 られ なか っ た ． Mo rto n の 方法 を用 い て
ロ ッ ド ス コ ア を 算定 し ， D X S 72に つ い て は e ニ 0．00に お い て 最大値0．90， D X Y Sl につ い て はe ニ 0．20
に お い て 最大値0．07 を得 た ． D X S 72 は今後 ， 本疾患の 解明の 上 で D X YSl と並 び有用 な プ ロ ー ブと な る
と考 えら れ た ． P FGE は白血 球 を低融点ア ガ ロ ー ス に 包増 し ， 8塩基認識の 制限酵素 S fiIに て 切断し ，
約100へ 600キ ロ 塩基対 くkilobas e， kbJ の D N A断片 を分離 した ． S f正切断に よ り X染色体長腕近位部 に
位置す る ブ ロ ー プ D X Sl， D X S 7 2， D X YS l， D X YS2くXq 13－22I， P L PくXq 21．3－221が検出し た D N A断
片はい ずれ も球脊髄性筋萎縮症患者と健常男性 で 同 じ長 さ で あり
，
同疾患 で は こ れ ら プ ロ ー プの 近傍 で
大規模な D N Aの 欠失な どの変化 が生 じ て い る可能性 は少な い と 考え られ た ．
Key w ords X－1in ked bulbospin alm u sc ular atrOphy， Ke n n edy－ Alter－Su ng
Syndr o m e， 1in kage an alysis， re Striction fragm ent length
polymOrphism ， pulsed fieldgel electr ophoresi
近年 ， 遺伝性の 神経難病に 対し分子 生物学的手法 を
用い て 遺伝子 の 面 か ら ア プ ロ ー チ す る試 み が さ か ん に
行なわれ て い る ． 筋萎縮性側索硬化症 を は じめ と す る
運動 ニ ュ ー ロ ン 疾患は 代表的な神経難病 で ， そ の 病 因
は未だ全く不明 で あ る ． 球脊髄性筋萎縮症くKen n edy－
Alter－Su ng 症候群1 は青壮年期発症 ． 綬徐進行性の 球
症状 ． 四肢 筋力低下 一 手肢 振戦 に し ば し ば 女性化乳
房 ． 耐糖能障害 ． 高月旨血 症 な どの 内分 泌異常 を伴 な う
特異な症候群で ， 伴性 劣性遺伝型式 をと る こ と が確立
さ れ て い る
1ト 5－
． 病理 的 に は 脳幹 と 脊髄 の 下 位運動
ニ ュ
ー ロ ン の 変性 ． 脱落 が特徴と さ れ る 即l． 同疾 患 の
Abbre viations 二 CM ， C e ntin1 0rg an三 E D T A，
knobase三 P BS， phosphate－buffered s a血 e三
遺伝子 を明 ら か に す る こ と は運動 ニ ュ ー ロ ン 疾患の 病
因解明 の 糸口 と し て 重 要な意味をも つ と思わ れ る ．
Fischbe ck ら別 は球脊髄性筋萎縮症 7家系 に つ い て
X 染色体上 の 8種類の マ ー カ ー を用 い て 連鎖解析 を行
な い ， X 染色体長腕近位部の プ ロ ー ブ D X Y Sl と e二
0 ．05に お い て ロ ッ ド ス コ ア3．53 と有意の 連鎖が ある こ
と を証明 した ． 球脊髄性筋萎縮症 は本邦 に お い て も 向
井鋸0や Sobu eら 刀の 多数例 の 報告が あ る が ， 本邦 で の
遺伝学的検索 は M uk ai ら111と 園生ら121の 第 d 色盲と 球
脊髄性筋萎縮症 を合併し た家系 で の 検討 が ある の み で
あ る ． 第 一 色 盲 の 遺 伝子 座 は X 染色体長腕遠 位端
dis odiu m ethylene－dia minetetra acetate．2壬も0ニkb，
P F G E， puls ed fieldgel ele ctr ophoresi ニ R F L P，
restrictionfr agm e ntlength poレm orphis m三 S D S， S Odiu m dode cyls ulfate三S S C， 150m M NaCl，
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症 との 間の ロ ッ ドス コ ア は向井 らの 家系で は最大0，4，
園生 らの 家系で は 最大0．14と算定 さ れ と も に 有意な 連
鎖 は認 め られ な か っ た ．
本研究で は 仁 球脊髄性筋萎縮症 の 7 家系か ら検体 を
得， 末棉血白血球よ り D N Aを抽出 しX染色体長腕近
位部の 3種類の ブ ロ ー プ くD X S l， D X S72， D X Y Sll に
よ る R F LP を用 い て 連鎖解析 を行な っ た ． 平行 し て
100ノ ー 1000kbの 巨大 DNA を分離 し う る PF GE を用 い
て ， X染色体長腕近位部の 5種類 の プ ロ ー ブ くD X S l，
D XS 72， D X Y Sl， D X Y S 2， P L Plが 検出す る S f辻断片
の 長さ を球脊髄性筋萎締症患者と健常男性 で比較 し ，
遺伝子 の 欠損等の 変化が生 じて い な い か検討 し た ．
対象 お よ び方法
工
． 対 象
金 沢大学医学部付属病院神経内科 ， 石川県立中央病
院神経内科 ， 公立能登総合病院神経内科 を受診 した 球
脊髄性筋萎縮症患者と そ の 家族計 7家系 を対象 と した
く図1ト 球脊髄性筋萎縮症の 診断は向井
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が 呈 示 し た
神経症候 ， 1つ 筋萎縮 ． 筋力低下 ． 線維束攣縮が 四 肢
筋の ほ か 顔面筋 ． 青筋に み ら れ る ， 2う 緩徐 な進行 を
示 す ， 3う 錐体路 ． 知覚 ． 協調運動等の障害 の 欠如 を
満た す症例と し た ．
H ． 方法1 R F L Pに よ る 連鎖検定
1 ． 末梢血 白血球か らの DN A 抽出
Ku nkel らの 方法1 刷 を高 分子 D N Aが 得ら れ る よ う






血し ， NaCl で等張 に した デ キ ス トラ ン 溶液 を1ノ3量加
え て 1時間放置 した ． 上 層 を遠心 して 得た沈殿をリ ン
酸緩衝食塩水くpho sphate －buffer ed s a血 e， P BSJ で 2
回 洗浄 し た 後 ， 5 倍 量 の 細 胞分 解溶 液 川 ． 32 M
S u C rO S e， 1％ T rito n－X， 5m M MgC12， 1 0m M T ris，HCl
くpH 7．引1に 懸濁 し た 一 遠心後 ， 沈殿 した 核分画に生理
食 塩 水 － E D T A液 を 5ml， 10 ％ S DSくsodiu m
dcxle cyls ulfatelを0．5ml加え横枠後 ， プ ロ ティ ナ ー ゼ
K溶液 く10m glmりくM er ck， Da 汀n Stadt， F R Gl を55JL
l加 え ， 37
0
Cで 4時間保温 した ． 等量の フ ェ ノ ー ル を
混和 し遠心 後水層を 回収 した ． 同 じ操作 を フ ェ ノ ー ル
． ク ロ ロ ホ ル ム く1二1う液 ， ク ロ ロ ホ ル ム ． イ ソ アミル
アル コ ー ルく24二1I液 で繰 り返 した ． 得 ら れ た水層を約
10 0倍 量 の TE 溶液 く10m M Tris－HCl， 1m M E D TA
くpR 8 ． 0ナナ で 1 2時 間ず つ 2 回 透 析 し た ， 500m M
T ris－H ClくpH 8．01， 500m M NaCl， 100m M E D T A液を
10分 の 1 量加 え ， リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A溶液く10mgノー瑚
く和光 ， 大 阪1を最終濃度50〆 gノml に な る よ う に加え．
37
0
C で45分間保温 し た ． 次 に プ ロ ティ ナ ー ゼ K溶液を
最終濃度 10叫 gノmlに な る よう に 加 え ， 37
0
C で60分間
保温 した ． 等量 の フ ェ ノ ー ル を混和 し遠心 後水層を回
収 した ． 同 じ操 作を フ ェ ノ ー ル ． ク ロ ロ ホ ル ム 液， ク
ロ ロ ホ ル ム ． イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 液で 繰 り返 し， 水
層 を エ タ ノ ー ル 沈殿 した ． ガ ラ ス 棒 で 沈殿 し た D N A
をま きと り乾燥させ 200へ 50 0ノ上1 の T E溶液に 溶解
し ， 260n m に お ける 吸光度の 測定 に よ り D N A濃度を
求 め ， 4
0
Cに 保存 した ．
2 ． サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ ー
F G
Fig． 1． Pedigre es of bulbospinal m u s c ular atrophy fa milie s u s ed in this study－ Cir cle s， fem ale si
circles with dots， Obhgate c arrie rfe male sこ Open Squ are S， u n affe cted m ale sニfilled squ ar es， m ales
with b ul bospin alm u s c ular atrOphysa sterisks， per SO n Sfro m whom D N Asa mples w ere obtained－
15m M sd iu m citr ate くpH 7．01芸 SS P E， 150m M NaCl， 10m M NaH2P O4， 1m M E D T AくpH
7．41ニT B E， T ris－bor ate electrophoresi bufferi TE， 10m M T ris－ H Cl， 1m M E D T AくpH8．Ol
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10pg の D N A を制限酵素 TaqIま た は H h dIII僅
酒造． 京齢 に て切 断し ， 0■4
へ 0．8％ア ガ ロ ー ス ゲ ル
で目的の D N A断片の 長さ に 応じ て 4
へ 12時間 ， 電気
泳動を お こ な っ た ． サ イ ズ
マ ー カ ー と し て ラ ム ダ
フ ア ー ジ D NA く宝酒造1 の 古瓦－dl工I消化断片を 用 い
た ． アガ ロ
ー ス ゲ ル よ り ナイ ロ ン膜 くPha n n a cia．L K B，
Up psaia， Sw ede nI へ の サ ザ ン ト ラ ン ス フ ァ
ー は
Vacu u mblotting syste mくPhar m acia－ L K Bl を用 い た ．
トラ ン ス フ ァ
ー した ナ イ ロ ン膜 は乾燥乳 紫外線 を3
分間照射 し D N Aを結合さ せ た 一
3 ． プ ロ ー プの 作成
ブ ロ ー プ は A m eric a n Type Culture Colle ctio n
伍T CClよ り供与 され た プラ ス ミ ド を用 い た 懐 11■
指定さ れ た制限酵素で プ ラ ス ミ ドを切断後 ， 低融点ア
ガロ ー ス くB R L， G aithetちbu rg， U S Al で 電気泳動 し目
的とする D N A断片を切 り出 した ． TE 溶液 に 溶解後
フ ェ ノ ー ル 抽出 ． エ タ ノ ー ル 沈殿 し ， T E溶液 に 5
ngJplに な る よう に 溶解 した ■ た だ し D X Y S l を含 む
プラス ミ ド は制限酵素 に よ り同 じ長さ の D N A断片に
切断され る ため ヤ 切断 した プ ラ ス ミ ド を そ の ま ま プ
ロ ー プと して用 い た ． プ ロ
ー プの ア イ ソ ト ー プ標識 は
h － 甲コ デ オ キ シ C TP げ マ ー シ ャ ム ， 東京I を用
い ， マ ル チ プ ラ イ ム
ー ラ ベ リ ン グ ． キ ッ ト げ マ ー
シ ャム1で 2．0旬 5．OxlO
8
cpm ル g の 比 活性 を持 つ プ
ロ ー ブを得た ．
4 ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
S ambro ok らの 方法171に 従 っ た ． D N Aを 固定 し た ナ
イ ロ ン膜 を 6xS S Cく1xS S C は150m M NaCl，15m M
sdium citrateくpH 7．011， 5 XDenha rdt 溶液く1x 溶液
は0．02％ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン ， 0．02％ポ リ ビ ニ ー ル ピ
ロ リ ド ン ， 0．02％フ ィ コ ー ル1， 0．5％ S DS， 10叫 gノ
ml熱変性サ ケ精子 D N A， 50％ ホ ル ム ア ミ ド か ら な る
プレ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 5 ヘ ノ10ml と とも に プ
ラス チ ッ ク バ ッ グ 中で42
0
Cで 2時間プ レ ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン を行な っ た ． プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
液を完全に 取 り除い た 後， 6 XS S C， 0．5％ S D S， 100
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声 gノml熱変性サ ケ 精子 DNA ， 50％ホ ル ム ア ミ ド か ら
な る ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 液 5 〆 1 ノ10ml に 標識 さ れ
た プ ロ ー ブ を熱変性後 に 加 え ， 4 2
O
CくD X Y S l は5 5
0
CI
で 12へ 24時間 ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン を行な っ た ． ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後 ， ナ イ ロ ン膜 を 2 XS S C，
0．5％ S D S で 5分間室温 で洗い ， つ い で 2 X S S C，
0．1％ S D Sで 15分間室温 ， 0 ．1XS S C， 0．5％ S D S で
30分間37
0
C で洗 っ た ． さ ら に0．1 XS S C， 0．5％S D S で
30分間58
O
Cで 洗 っ た 後， 0 ．1XS S Cで 短時間洗 っ た ．
ナイ ロ ン膜 をサ ラ ン ． ラ ッ プ に 包み － 80
0
C で48旬 72時
間オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ ー を行 な っ た ．
HI． 方法 2 パ ル ス フ ィ ー ル ドゲ ル 電気泳動
1 ． 末梢血白血球 か らの ア ガ ロ ー ス ． ブ ロ ッ ク作成
v anOm m e nらの 方法181に 従 っ た ． 末梢血か ら方法
1 と同様に 分離 した白血球を P B S で 2 回洗浄後 ， お
よ そ 2 xlO7個ノml に な る よ う に P BS に 浮遊 さ せ た ．
こ れ に 1％低融点ア ガ ロ ー ス を50
0
Cで同量加 え た ． 0
0
Cで 固 めた 後 ， 約 5m m 角の ブ ロ ッ ク に 切 り出 し た ．
2倍量の 0．5M E D T AくPH 8．01， 1％ S D S， プ ロ ティ
ナ ー ゼ K く0．5mglmlナ溶液 に 入 れ12時間55
0
Cで保 温し
た ． 1 0倍 量 の T E溶液 で 4 時間室温 で 2 回洗 い
phe nyhn ethylsulfo nyl flu orideく0． 0 4m glml くSigm a，
St． Louis， U S Al， T E溶液 で50
O
C で30分間 2回保温 し
た ． T E溶液 で 室温 で 15分間 2回 洗 っ た 後 ， 0 ．5 M
E D T AくpH 8．01 に 入れ 4
0
Cで 保存 し た ．
2 ． 制 限酵素 SfiIに よ る D N A切断
ア ガ ロ ー ス ． ブ ロ ッ ク を TE 溶液 で15分間室温 で 2
回洗 っ た後 ， Sf罠反応液 に 4
0
C で12時間浸 し た ． 反 応
液 を捨て ア ガ ロ ー ス ． ブ ロ ッ ク 1 偶 に Sfi工 と新 し い
反 応液 を加え 全体 で 20叫 1に し ， 37
0
Cで 8 時間保温 し
た ． Sfil は初 め と 4 時間後に 半量ずつ 合せ て10へ 15単
位加 え た ． 保温後 ， 65
0
Cで 融解 し泳動 ゲ ル に 添 加 し
た ．
3 ． P FGE
L K B－Pha rm a Cia 社の パ ル サ ー フ ォ ー 電 気 泳 動 ユ
ニ ッ ト げ イ ン ト電極式Iを用 い た ． 泳動ゲ ル に は 1 ％
Table l． X chr o m o s o m e m a rkers u sed in thislinkage study
Lo c u s So u rc e Lo c atio n A lle esくk bl Fr equ e n cies
D X SI Bru n s Xqll－13 15， 9 01l．O
D XS 72 Schm e ckpeper Xq21．1 7．2， 0．7 0．8110．19
D X Y SI Page Xq21．31 11．8， 1 0．6 0．5710．43
Frequ e nQies w er e c alc ulated fr o m re strictio nfragm e nt
le ngth polym orphism s ofseven
fa milie s lnthis study．
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ア ガ ロ ー ス を ， バ ッ フ ァ ー に は 0 ． 5X T B E溶 液
しT ris－bo mte ele ctrophor e si buffe rl く45m M T ris－
bo rate，1mM E D T Alを用 い た ． 泳動 は ． パ ル ス タイ ム




20時間行な っ た ． サイ ズ マ ー
カ ー と し てイ ー ス ト染色体 くSa c charo myc es ce revisia－
el191と ラ ム ダ フ ア ー ジ D N A連結体く入 con c ate m e rl
くL K B－P har m acialを用 い た ． サ ザ ン トラ ン ス フ ァ ー と
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン は 方法 1 と同様 に 行な っ た ．
4 ． ナ イ ロ ン 膜の 再使用
一 端 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 な っ た ナ イ ロ ン膜
は Sambr ook らの 方法I nに 従 っ て ブ ロ ー プ を除去し た
後再使用 し た ． 乾燥さ せ な い よ う に した ナ イ ロ ン膜 を
50％ ホ ル ム ア ミ ド ， 2 X S S P E溶液 く1xS S P E は
150m M NaCl， 10m M NaH2P O4， 1m M E D T AくPH
7．41Iに 入 れ 1 時間65
O
C保温 した ． 次に 0 ．1XS S P Eに
て室温で す ば や く洗 っ た後 ． オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー
を行な っ て 除去を確認 し た ．
5 ． 統計処理
ロ ッ ド ス コ ア の 算定は Mo止O n の 連鎖検定法訟I211を
用 い た ．
成 績







1 ． D X Y S I
D X Y S l プロ ー ブ に よ り
， 制限酵素 TaqIに よ っ て切
断し た 7家系22 人の 検体 で 断片 を検出 した ． 男性では
14■6k bの 断片 を共通に 認め る他 に ， 1 1．8kbと 10．6
kbの い ず れ か 一 方の 断片 を検出 した ． 女性で は 11 ．8
kbと10－6kbの い ず れ か 一 方 の断片くホ 刊 また は両方
の 断片 くヘ テ 叫 を検出 した ． 図の A ， D ， Gの 3家系
で 母親 が制限酵素断片 に つ い て ヘ テ ロ で あ っ た 個
2ト
2 ． D XS 72
D X S 72 プロ ー プ に よ り ， 制限酵素 H indIIIによ っ て
切断 した 7家系20 人の 検体 で 断片を検出し た ． 男性で
は7．2kb と0．7kbの い ずれ か 一 方の 断片を 認め た ． 女
性 で は い ずれ か 一 方の 断片ま た は 両 方の 断片を検出し
た ． 図の B ， D ， E の 3家系 で母親が制限酵素断片に
つ い て ヘ テ ロ で あ っ た く図 3ン．
3 ． D XSI
D X Sl プ ロ ー プ に よ り ， 制限酵素 TaqI によ っ て切
断 した 7 家系21人 の 検体 で断片 を検出 した ． 男性女性
と も に 9 kb の断片の み を検出 した く図41．
4 ． ロ ッ ド ス コ ア
Morto n の 方法 に 従 っ て D X Y S lと D X S 72に 対する






Fig．2． Autoradiogr a m of hyb ridizato n of D X Y S lto TaqI－dige sted D N As fr o mfa mny A， D aJld G．
A mm ales exhibited the 14． 6．kb fragm e ntin ad dition to eithe rthe l O．6
－ O rll．8Tkb fragm e nt．
Thre efe male shad both the l O．6一 皿 d ll．8－kbfragm e nts． T he m othe r of fa mily D w a s s up pos ed






Fig．3． Autor adiogr am Of hyb ridiz ation of D X Y 72to mld m－dige sted D N Asfro m fami 1y B， D and
E． T he m othe r of fa muy B exhibited both the 7．2－ and O．7－k b fr agm e nts． The othe rfe male shad
Only the 7．2－kb fragm e ntl T he m othe rs of fa mny D and Ew e re sup pos ed to be hete rozy gou sto
D X S72 fro mthe hyb ridiz aton pattern Ofthe fa mny m e mbers．
m SI
C D
Fig．4． Autoradiogr am Of hyb ridiz ation of D X Slto TaqI－dige sted D N As of famny C， D and E． A u
m embe rs e xhibited o nlythe 9－kb fr agm e nt．
廿誓
824 横
8 ニ 0．20に お も1て 最大値0．0 7 を 示 した ． D X S72に つ
い て は 8 二 0．00に お い て 最大値0．9 0 を 示 し た．
王工 ． P f
t
G E
l ． D X YS I
D X Y S lプ ロ ー プに よ り ， 健常男性で は約15 0kb と
約250kbの 2本の 断片 を検出し た ■ こ れ に 対 して健常
女性 で は約150k bの 断片の み を認 め た ． 互 い に 別の 家
系に 属す る 3 例の球脊髄性筋萎縮症 で は ， い ず れ も健
常男性 と同様 に約150kb と約250k b－ の 断片 を検出 した
く図 6ト
2 ． D X SI
D XS l プロ ー プ に よ り ， 球脊髄性筋萎縮症 3例 は健
常男性と同様 に 約100kbの 断片 を検出 した く図 7ト
Table2． Lod s core sfor D X Y Sl a nd D X S72
地
3 ． D X S 72
D X S72 プロ ー プは 球脊髄性筋萎縮症 3例 ． 健常男
性 と も に 約10 kb以 下 に 広く ハ イ プ リ ダイ ズ した 憫
8ト
4 ． D X Y S 2
D X．Y S 2プ ロ
ー ブ に よ り ， 球脊髄性筋萎縮症 3例は
健常男性と同様 に 約220 kb の断片 を検出し たく図91．
5 ． P L P
P L P プロ ー プ に よ り ， 球脊髄性筋萎縮症 3例 は健
常男性 と同様 に 約90kbの 断片 を検出 した く図川 ．
考 察
遺伝性疾患で病因遺伝 子 は も ち ろん 産生蛋白質も全





D X S 72 0．90 0．77 0■65
0．07 0．05 0．02
0．40 0．40 0．05
T helod sc o r efor D X YSI w as m a xim al at a re c o rnbin atio nfr a ctio n of O．20 with a
s c ore of O．07． T hatfo rD X S72 w a sm a xim alatO．00with a s c ore of O．90
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1
Fig．5． Ethidiu m bro mide stain ing of a gel afte rP F G E． Lan e Sl
and ll， ye a St
chrom os om e sニ1a n e6， C O n C ate m e rS Ofthe 入 ge n o m e s， Su C C eS Siv eba nds diffe rin
sizeby abo ut 49 k bニIan e s2






Fig．6． Auto radiogra m of hyb rid zation of D X Y Sl
to SfiI－digested D N As afte r PF GE． La n e sA
a nd C， u n affected m ale sニ1an e sB， a male with
bulbospin alm u sc ula r atrophy． Allm ale s e xhibit－
ed both the 150－ and 250－kb fragm ents．
A B C
Fig．7． Autor adiogr am Of hyb ri diz aton of D X S l
to SfiI－dige sted D N As after PF G E． Lan e SA
and C， u n affe cted m alesニ1an eS B， a male with
bulbo spin alm u s c ula r atr ophy． Allm ale s e xhibit－
edthe lOO－k b fragm ents．
A B C
轍
F短．8． Autor adiogr a m of hyb ri diz aton of D X S 72
to SfiI－dige sted D N As after P F G E． Lan e SA
a nd C， u n affe cted m alesilan esB， a m ale with
bulbo spin alm u s c ular atr ophy． Allm ale s e xhibit－
ed a diffu s ehyb ridiz aton up to abo ut lOOkb．
825
く 不明 な場合 で も ， 分子 生物学的手法 を用 い る こ と に
よ り 出生 前診断 ． 保 因者診断や遺伝子産 物 の 同定が 可
能に な っ た例が近年 あ い つ い で報告さ れ て い る22卜 加，
伴性劣性型進行性筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー げ ユ シ ェ ン ヌ 型
ノベ ッ カ ー 型ラ の 病 因蛋白質で あ る ジ ス ト ロ フ ィ ン の
発見出I は そ の 代 表的例 で あ り ， 染色 体転座例2 乃，
R F L Pに よ る 連鎖検定
詔I
， 大 規 模遺伝 子 欠損 例 の
P F G E分析劫ト 31等 が 同疾患の 遺伝子 の解明 に 大き く 貢
献し た ． 本研 究 で は 同じく 伴性劣性塾遺伝疾患で あ る
球脊髄性筋萎縮症 に つ い て 7家系の R F L Pに よ る 連
鎖検定 と患者 3例 の P F G E分析 を行 なう こ と に よ り
同疾患の 遺伝 子解明 の 糸 口を 得よ う と した ．
遺伝性疾患の 遺伝 子検索の 最初 の ス テ ッ プ は遺伝子
A 8 C
2 2 0－
Fig ．9． Autor adiogr am Of hyb ridiz aton of D X Y S 2
to SfiI－dige sted D N As afte r P F G E． La n e sA
and C， u n affe cted m ale sこ1an e SB， a m ale with
bulbospinalm u s cula ratrophy． Allm ale s e xhibit－
ed the 220－k b fr agm ents．
A B C
Fig．10． Autoradiogram of hybridization ofP L Pto
SfiI－digested D N As afterP F G E． Lan esA and
C， u n affe cted m ale sニ 1an esB， a m ale with
bulbospin alm u s c ula r atr ophy． A llm ale s e xhibit－
ed the 90－kb fr agm e nt．
826
座 が どの染色体 に ある か を決定す る こ と で あ るが ． 伴
性劣性型遺伝疾患の 場合は遺伝子座 が X染色体上 に あ
る こ と は自明で あ り ， し か も ． X染色体 は現 在 ま で の
と こ ろ最 も多く の D N Aブ ロ ー プ が 単離さ れ て お り ，
伴性 劣性型遺伝疾患 は十分な家系数 を得 る こ とが で き
れ ば ， ただ ちに X染色体上 の い ず れ か の プ ロ ー ブと の






球脊髄性筋萎縮症 7家系か ら の 検体 をも ち い て X染色
体上 の 8 種類 の マ ー カ ー Xg佃 血 液 型 くXp221． R C 8
tD X S91 くXp22J． p754 くD X S 84J くXp21l． Ll － 2 8
くD X S71 くXpllい D X Y Sl くXq2 1． 311． p1 9－2 tDX S3I
くXq21．221． D X13 tD XS 15J くXq271． St14 くDXS 521
くXq2即 との R FL Pに よ る 連鎖検定 を行な っ た ． この
う ち D X YS lに つ い て は e ニ 0．05に お い て最大 値3．53
と 有意の 値 を得 ， p1 9－2 に つ い て は タ ニ 0． 10に お い て
最大値0．91とゆ る い 連鎖 ， 他の プ ロ ー ブ に つ い て は い
ずれ も 負の 値 を得た ． 彼ら の 計算 に よれ ば D X Y S l プ
ロ ー ブ に つ い て の95％信頼区間 は 夕 こ 0 ．01〆 － 0 ．20で あ
り ， ヒ トの 染色体 で タ ニ 0 ．01 こ 1 セ ンチ モ ル ガ ン
くc e ntim organ ， CMンニ 1 0
3kb とす れば331， D X Y Sl プロ ー
プか ら お よ そ1000句 20，000kb の とこ ろ に 球 脊髄性筋
萎縮症の 遺伝子座がある と推察 され る ． X染色体 の 全
長 はお よ そ200， 00kbで あ り
瑚
， X 染色体長腕近位部
に しぼ っ て検索 を 進 め て よ い と 考 え ら れ る ． 今回 ．
R F L Pに よ る連鎖検定に は D X Y Sl の他 ， 2 種類の ブ
ロ ー プ D X Sl と D X S 72 を 用い た ． D XSl， D X S72，
D X YS l は X染色体長腕近位部 に こ の 順 に 動 源 休
くc e ntr o m e rel か ら末端 くtelo m e r el 方 向に 位置 し ， in
situ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り D X Sl は
Xql l－13， D XS 72 は Xq21．21， D X Y S l は Xq21．31に
マ ッ プさ れ て い る
35l
． 連鎖検定か ら は D X Sl， D XS 72，
D X Y Slの X染色体短腕末端 か ら の 距離 は そ れ ぞ れ お
よ そ 95 ．2cM ， 106 ．8cM ， 1 07．2cM と推 定 さ れ て い
る 罰1． 脈絡膜欠損症 ． 精神遅滞 ． 難聴 を伴性劣性型 式
で 遺伝す る 家系で ， Xq21 ．1 の部分の 染色体 小欠失が
報告 さ れ て い る が ， こ の 家 系 の 患者 の D N A は
D XS 72， D XY Sl と はハ イ プ リ ダ イ ズ せ ず ， 近 位 の
P G K， 遠位 の D X S3と は ハ イ プ リ ダイ ズ す る こ と よ
り3
71
． D XS 72 と D X Y Sl とは か な り近 い 距 離に あ ると
考え られ て い る ． ま た ， X 染色体長腕近位部 に 小 欠失
をも つ 数例の 奇形合併症例の 分子 生物学的検索 か ら ，
D X S72 は D X YS l の近位 に あ る こ とが 確定さ れ て い
る 封I． 一 般に R F L P は人種 に よる ちが い が み ら れ る こ
と が あ り ， 外国に お い て連鎖検定上有用 な プ ロ ー ブ で
も
， 本邦で は R F L P が み られず遺伝学的 に 役 に 立 た
な い こ とも あ り う る ． D X YSl は Page ら
叩39，に よ っ て
地
分離 され た X ■ Y 両染色体に 相同部分 を も つ 特異な ブ
ロ ー プ で あ る ． 男性の 場合， 制限酵素 Taql 切断によ
り Y染色体由来の 14，6kbの 断片の 他 ， X 染色体由来
の 10．6kb ま た は11．8kbの 断片が認 め られ る38，39一． すな
わ ち X染色体 で 10．6kb と11．8kb の R F L P を示 し．
Lesko ら は そ れ ぞれ60％ ． 40％3 nZo n a n aら は65％ ．
35％脚lの 頻度 で あ っ た と報告 して い る ． 今回 の 検索で
は そ れ ぞ れ43％ ． 5 7％ で あ り ， 本 邦 に お い て も
D X Y S l は連鎖検定 に 有用 な プ ロ ー プ で あ る こ と がわ
か っ た ． D X S72 は制限酵素 H 血d II 切断に よ りX染色
体 で 0．7kbと 7 ．2kbの R F L Pを示 し 刷 Lesko ら はそ
れ ぞ れ55％ ． 45％371， Zo n a n aら は46％ ． 54％ 仰 の 頻度
を報告し て い る ． 今 回の 検索で は そ れ ぞ れ19％ ． 81％
で あ り本邦に お い て も D X S 72 は連鎖検定 に 有用 な プ
ロ ー ブ で あ る こ と が わ か っ た ． D XSl は 制限酵素
TaqI 切断に よ り X 染色体 で 9kbと15k bの R FLP を
示 す
37I
． Le sko ら は そ れ ぞ れ12％ ． 88％の 頻度を 報告
し て い る 和 が
， 今 回の 検索 で は 7家系す べ て に お い て
9 kbの 断片 しか 認 め ら れ な か っ た ． D X Slに つ い て は
本邦 に お け る R FL P は確認 で きず ， 遺伝 学的情報を
得る こ と は で き な か っ た ．
伴性劣性型遺伝疾患に お い て 連鎖検定 をお こ なう た
め に は ， 保因者で ある母親が遺伝的多型 に つ い て ヘ テ
ロ で ある こ と が 必要で あ る ． 今回 の 家系分析に お い て
は 7家系の う ち4 家系 で母親 の 検体が得 られ な か っ た
が ， D X Y Sl で は 2家系 くA． Gl で 母 親 が ヘ テ ロ で あ
り ， 他の 1家系くDlで 子 の R F L P よ り母 親が ヘ テロ で
ある と推察 で き た ． A ． D家系で は D X Y S l と球脊髄
性筋萎縮症の遺伝 子座 は連鎖 し て い る と 考 え られ た
が ， G家系で は組み 換え が生 じ て い た ． Mo止On の 連
鎖検定法 を用 い て 算定 した ロ ッ ド ス コ ア は 8 ニ 0．20に
お い て 最大値0．07で あ っ た ． D X S 72に つ い て は 1家
系 くBlで 母親が ヘ テ ロ で あ り ， 他 の 2家系 の．Elで 子
の R F L P よ り母親が ヘ テ ロ で あ る と推察 し た ． い ず
れ の 家系くB． D．Elに お い て も D X S 72と球脊髄性筋萎
縮症 の 遺伝子座 は連鎖 して い る と 考え られ た ． ロ ッ ド
ス コ ア は 8 ニ 0．00に お い て最大値0．90で あ っ た ． 一 般
に ロ ッ ド ス コ ア は3．0以 上 で 有意の 連鎖 で ある
331
とさ
れ ， 今 回 の 家 系分析で得 られ た値 は い ずれ も こ の値に
達 し な い が ， 今後同規模 の 家系分析を い く つ か 加える
こ と に よ り球脊髄性筋萎縮症の 遺伝子座 の位置に つ い
て 新 し い 知見 が得 られ ると 考 えら れ る ．
従来 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動法 で は約20kb ま で
の 大 き さ の D N A しか 分 離 し え な か っ た が ，Schw artz
ら
19， に よ っ て 開発 さ れ た P FGE は約200kb ま で分離
し う る D N Aの 大き さ を 拡大 し ， 連鎖検定法と分子生
球脊髄性筋萎縮症の 遺伝子解析
物学的方法の ギャ ッ プ を埋 め る 方法 と し て 近年注目さ
れて い る ． 試料 は D N Aの 切断 を防 ぐた め ， 細胞 を低
融点アガ ロ
ー ス に 包埋 して お こ なし1 ， 巨大 D N A断片
を得る ため 認識部位の少な い 制 限酵素 を用 い る必 要が
ある ， 今回用 い た制限酵素 SfiI は 8塩基 を認識 し ． 晴
乳類で はメ チ ル 化さ れ て い る こ とが 多 く切 断 され に く
い シ トシ ン ． グ ア ニ ン 塩 基 対 を含 ま な い た め P F G E
分析に は有用 と され て い る
18，
． Sf正切 断に よ っ て 生 じ
る D N A断片の 平均的大き さ は約390kb で あ る
42一
． 今
回 P FG Eに 用 い た プ ロ
ー プ は X染色体長腕近位部 に
位置す る D XS l， DXS72， D X YSl， D X YS2， P L Pの 5種
類で ある ． DX Y S2と P L P は insitu ハ イ プ リ グ イ
ゼ ー シ ョ ン 法で は ， そ れ ぞ れ Xq13－22， Xq21．3－22に あ
ると推定さ れ て い る
箔I
． x染色体小 欠損例 の検討 か ら
は PL P は D X Y S l の遠位 に あ る
34，
． D XYS lで は健常
男性と球脊髄性筋萎縮症 3例で 約150kbと約250kbの
断片を共通 に 認 めた ． 健常女性 で も約150kbの 断片を
認める と こ ろ か ら約150kbの 断片は X染色体由来 で あ
り， 約250kbの 断片は Y染色体由来 ま た は X染色体の
部分消化断片と考 え られ る ． D X YS 2 は D X Y Sl と 同
様に X ． Y 両染 色体 に 相同部分 を も つ プ ロ ー プ で あ
る嘲 ． 球脊髄性筋萎縮症 3例 は健常男性 と 同様 に 約
220kbの 断片を認 めた が X ． Y染色体の い ずれ 由来か
決定しがた い ． D X S 72で は約100kb 以下 に 広 く ハ イ プ
リダイ ズ し明瞭 な断片 は同定で き な か っ た ． 同 じナ イ
ロ ン膜で 他の プ ロ ー ブ で は断片を認 め て お り ， 試料の
分解で はな く ， ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン の 条件が 充分
に厳しくな か っ た 可能性が あ る ． D X S l． P L Pで は球
脊髄性筋萎縮症 3例は 健常男性 と同 じ大 きさ の 断片を
認めた ． 今回用 い た 5種類の プ ロ ー ブで は球脊髄性筋
萎縮症患者3例 で 異常な大き さ の 断片 は無く ， 遺伝子
の大規模欠失等の 変化は認め ら れ な か っ た ． P F G Eの
分解能は数10へ 数100 0kbで あ り 弼 ， これ 以 下 の 大き さ
の異常はと ら え られ な い が
， 欠 失例 か ら伴性劣性型進
行性筋ジス ト ロ フ ィ ー 症23や 慢性肉芽腫症24， の 病因遺
伝子が発見され た こ と を考え る と ， 球脊髄性筋萎縮症
に お い ても遺伝子 の 異常 を見つ け出す 努力 は続 けて い
く必要がある と思 わ れ る ．
結 論
球脊髄性筋萎縮症 7家系に つ い て ， X染色体長腕近
位部の プ ロ ー プ を用 い て R F L Pに よ る 連鎖解析 を お
こ なっ た ． ま た P F G Eを用 い て 球 脊髄性筋萎縮症患




1 ． D X YS l， D X S72 に つ い て は 本邦 に お い て も
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R FLP を認め た が
，
D XS l で は R F L P を認 め なか っ
た ．
2 ． ロ ッ ドス コ ア は D X Y S lに つ い て e ニ 0．20に お
い て 最大値0．07， D XS 72に つ い て タ ニ 0．0 0に お い て
最大値0．90を示 した ．
3 ． D X S7 2 は球脊髄性筋萎縮症 の 遺伝子 解析 の 上
で D X YSl と 並 び有 用な プ ロ ー ブ で ある ．
4 ． 球脊髄性筋萎縮症患者 3例 の Sf江切断 に よ る
P F G E分析 で は ， X染色体長腕近位郡 の 5 種類 の プ
ロ ー プ に よ っ て検出さ れ る D N A断片の大 きさ は健常
男性と異な らず
，
こ れ ら ブ ロ ー プ付近 で の 大規模 な欠
失等の 異常 は生 じて い な か っ た ．
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Eey w ords X －1inked bulbosplnal m usc ular atr ophy， Ker m edy－ AlteトS ung Syndr o m e， 1inkage
analysis， re S trictionfragm e ntlengthpolym orphis m，Pulsed 丘eldgel electrophore－
Sis
Abstract
Bulbospinalm uscular atr ophyくB S M AJくKennedy－ A lteトSung Syndro m eJis anX qlin kedrecessive
disorder whichc aus esdegener ation of thelow er m otor n e uons resulting ln atrOphy of thelimb and
bulbar m uSCles． Re c e n tly thegene respon siblefor BSM A hasbeen m ap pedtothe pr oxim alpar t Of
the X－Chro m o so m elo ng a rm based o nthe results of linkage a n alyse s of seve nA m eric anand
Eu rope anfamilies． In thepresent study，linkage an alyses ofsev enJapan eSefa milies w erep rfo rm ed
usingthreedi 蝕re nt DNA protx s ofthe r egio n． A re s雨 ctionfragm e ntlengthpolymOrPhis mく肌 ．Pl
an alysis withthe pr obe D XS7 2w asinformativ ein thr ee out ofsev enfamilies． No re c o mbin ation
W aS Sho wn ． An other probe DXYSl ga veinfor m ativ eresultsin threef amilies， but o n eofthe m
Sho w ed arec ombination ． A prol光 D XSldidn ot show any R F L R lmelodsc oreforD XS7 2wasO．90
being m axim al at a rec o mbin ationfra ction ofO．00． 二nle SC OreforD X YSI w asO．07， m a Xim alata
reco mb inationfraction ofO．20． T heseprobes， D XS7 2andD X YSl， ar e u S eful fbrfurtherR F L Pan al－
ysIS Of BSM A． In an atte mPt tOdetect changein the size ofrelativ elylarge D N A fragm entsin the
region， thepulsed fieldgelelectrophor esiくP FGEJw as applied． 7 be D N Aofthreepatie nts andcon－
tr oIs we redigestedby a rare－C uthng en zyme Sfil in agar OS eblocks and w ere su叫ected tothe P FGE
and so uthe rn tr an Sftr． Hybri dization with the probesD XSl， D XS72， D X YSl， D X YS2andP L Pdid
n otde monstrate any differen cein size ofhybridized fragm entsbetw ee npade nts and c o ntr oIs． Thus
largedeletion of D NAin the reglOn Of thesepr obesw as un1ikelyin these c ases．
